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Guía de práctica N° 1: 
MORFOLOGIA BACTERIANA 
1. Propósito (de la práctica):
Identificar las características morfológicas mediante el uso de coloraciones como Gram, azul de
metileno, Zielh-Nelseen.
2. Indicaciones/instrucciones:
Realizar coloraciones: simples, diferenciales
Diferenciar que tipos de muestras se utilizan para cada coloración.
Interpretar y evaluar correctamente los resultados obtenidos en las distintas coloraciones y discernir
si la coloración fue bien realizada.
3. Equipos y materiales a utilizar:
- Microscopios.
- Coloración de Gram
- Coloración de Azul de metileno
- Laminas portaobjeto
- Varillas de coloración
- Aceite de inmersión
- Muestras de esputo
- Muestras de secreción vaginal
4. Notas de seguridad:
- Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: Uso de material de barrera como son guantes
guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro.
 Procedimiento experimental :
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………….. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de Práctica: Individual (  ) Grupal (  ) 
Instrucciones: Los cultivos y muestras tienen que ser frescos para que no cambien las características 
tintoriales y morfológicas de las bacterias. 
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o Dividir la lámina en 3 partes: 1/3 para rotular el N° de muestra y 2/3 para la preparación
del frotis.
o Tomar una porción de la muestra con el asa de siembra estéril.
o Colocar el asa sobre el portaobjeto y presionar ligeramente sobre éste.
o Mover el asa trazando un espiral del centro a la periferia.
o Dejar cierta distancia entre la frotis y cada uno de los lados del portaobjeto.
o Dejar secar la muestra completamente a temperatura ambiente o pasar 3 veces a través
de la llama del mechero con el frotis hacia arriba.
o Aplicar la tinción utilizando el procedimiento correcto para cada coloración.
5. Observaciones:
Distinguir la diferencia entre una coloración dicromica y monocromica
6. Conclusiones:
Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe
7. CUESTIONARIO:
1. Cuáles son las formas bacterianas observadas en la práctica
2. Según la coloración de se les denomina Gram positivas y Gram negativas ¿por qué?
8. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados
 Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires
PAGINAS DE INTERNET 
 Applied Environmental Microbiology, www.asm.org
 Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org
 Emerging Infectious Diseases www.cdc.gov
 New England Journal of Medicine  www.nejm.org
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Guía de práctica n° 02: 
 AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LAS PRINCIPALES ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS. 
1. Tema: Identificación de Estafilococo
2. Propósito/objetivo:
Aislamiento e identificación de estafilococos mediante cultivo pruebas bioquímicas
específicas
3. Equipos y materiales a utilizar:
- Placa de agar sangre
- Placa de agar hipertónico de Manitol salado
- Placa de agar DNAasa
- Placa de agar Muller-Hinton
- Tubos con caldo nutritivo
- Tubos con caldo plasma
- Cepa de aureus en caldo nutritivo
- Cepa de S. epidermidis en caldo nutritivo
- Cepa de S. saprophyticus en caldo nutritivo
- Tubos con caldo nutritivo con las tres cepas de estafilococos con la turbidez
equivalente al tubo N° 0.5 de la escala de Mac Farland.
- Torundas estériles
- Discos de Novobiocina o Neomicina.
- Reactivo de catalasa
- Pinzas
- Láminas portaobjeto
- Set de colorantes de Gram.
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : 22//........ Duración: 180 min
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Los cultivos para poder distinguir las características culturales no deben ser  de más de 48 
horas así como las muestras deben de ser frescas. 
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4. Notas de seguridad:
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es:
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro.
5. Procedimiento experimental :
A. Morfología microscópica y colonial
- Inocular las tres cepas de estafilococos por dispersión agotamiento en la placa de
agar sangre.
- Incubar a 37°C por 24 horas.
B. Lectura: Morfología microscópica y colonial.
1. Observarlas características típicas de las colonias de los estafilococos.
2. Hacer frotises en capa fina a partir de las colonias crecidas en el agar sangre,
colorear por Gram y observar al microscópica 100X.
3. Anotar los resultados en el protocolo
C. Crecimiento en medio líquido
1. Inocular las tres cepas de estafilococos por inoculación en los tubos con caldo
nutritivo.
2. Incubar a 37°C por 24 horas.
D. Lectura: Crecimiento en medio líquido.
1. Observar el crecimiento de los estafilococos .en el caldo nutritivo: turbidez
homogénea en todo el tubo, con formación de poco sedimento.
E. Crecimiento en el agar hipertónico de Chapman
1. Inocular las tres cepas de estafilococos en la placa de agar Manitol salado
2. Incubar a 37°C por 24 horas.
F. Lectura: Crecimiento en el agar Manitol salado
1. Observar las colonias manita positiva de S. aureus y S. saprophyticus que
presentan un halo de color amarillo por viraje del Indicador rojo de fenol; y las
colonias manita negativas de S. epidermis.
G. Prueba de la coagulasa
1. Inocular las tres cepas de estafilococos en tubos con caldo plasma.
2. Incubar a 37°C por 24 horas.
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H. Lectura: Prueba de la coagulasa   
 
1. Observar cada hora la aparición de coágulos, por espacio de 4 horas. De ser 
negativo el resultado, dejar incubando y hacer una lectura final a las 24 horas. 
2. Si aparece un coágulo, la bacteria posee la enzima coagulasa y se trata de la 
especie S. aureus. 
 
I. Prueba de la DNAasa 
 
1. Inocular las tres cepas bacterianas en una placa de agar DNAasa en forma tupida 
en un área circular de 1 cm de diámetro. 
2. Incubar a 37°C por 24 horas. 
 
J. Lectura: Prueba de la DNAasa. 
1. Con una pipeta Pasteur gotear una gota de HC1 1N al borde del crecimiento 
bacteriano de cada una de las especies y esperar uno minutos. 
2. El HC1 1N precipita el DNA contenido en el medio de cultivo, enturbiándole. 
Alrededor del crecimiento de S. aureus se observa un halo transparente como 
resultado de la producción de DNAasa de parte de la bacteria, que metabolizó 
el DNA contenido en el medio circundante. 
3. Alrededor del crecimiento de las otras dos especies, no se encontrará dicho hale, 
sino turbidez; son DNAasa negativas. 
 
K. Prueba de sensibilidad a la Novobiocina o Neomicina. 
1. Inocular un cuadrante de la placa de agar Muller Hinton en tapete utilizando una 
torunda embebida en el caldo nutritivo inoculado con cada una de las cepas de 
estafilococos, cuya turbidez equivale al tubo 0.5 de la escala de- Mac Farland. 
2. Colocar con una pinza previamente esterilizada al calor, un disco de Novobiocina 
en cada uno de los cuadrantes inoculados. 
3. Incubar la placa a 37°C por 24 horas. 
 
L. Lectura: Prueba de sensibilidad a la Novobiocina. 
 
1. Observar la aparición de un halo de inhibición alrededor del disco colocado en 
los cuadrantes inoculados con S. aureus y S. epídermidis, lo que indica sensibilidad 
a la Novobiocina. 
2. Observar que no aparece dicho halo de inhibición alrededor del disco en el 
cuadrante inoculado con S. saprophyticus lo que indica esta es resistente a la 
Novobiocina. 
3. Esta prueba ayuda para diferenciar las tres especies patógenas de estafilococos. 




ucontinental.edu.pe | 9 
 
4. Observar que no aparece dicho halo de inhibición alrededor del disco en el 
cuadrante inoculado con S. saprophyticus lo que indica esta es resistente a la 
Novobiocina. 
5. Esta prueba ayuda para diferenciar las tres especies patógenas de estafilococos. 
 
6. Antibiograma 
Se efectuara un antibiograma por el método de disco-difusión de Kirby-Bauer 
Los S. aureus son bacterias muy resistentes a los antibióticos y por eso se les debe 
hacer siempre un antibiograma una vez que se ha aislado una cepa de una muestra 
Problema. 
 
7. Prueba de la Catalasa. 
 
1. Colocar con el asa de siembra una pequeña parte de la colonia de cada una 
de las cepas sobre una lámina. 
2. Añadir una gota de peróxido de hidrógeno. 
3. Observar la aparición de burbujas, lo que indica la presencia de la enzima 




Medio de   COLONIAS   
cultivo Tamaño Forma Pigmento Hemolisis Gran 
Agar 
Sangre 
     
      
      




Cepa Manitol Coagula Catalasa DNAasa Novobiocina 
s. Aureus      
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S. Epidermidis      










Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe 
 
10. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
 
- Jawetz, Ernest. (2011). Microbiología Médica de Jawets (25). s.i.: Mac Graw-Hill. 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico 
-  Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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Aislar e identificas Estreptococo mediante cultivo, medios de identificación bioquímica
especificas
3. Equipos y materiales a utilizar:
- Cepas de S. pyogenes, S, pneumoníae, S. viridans, S. faecalís en trypticasa soya.
- Placas de agar sangre de camero.
- Placas de agar chocolate.
- Tubos con tioglicolato.
- Caldo inulina.
- Caldo con NaCl al 6%
- Discos de Bacitracina
- Discos de Optochin
- Solución de Desoxicolato al 2% en frascos goteros
- Láminas portaobjeto
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : ..../..../........ Duración: 90 min
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Los cultivos y muestras tienen que ser frescas 
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- Set de colorantes de Gram 
- Asas de siembra 




4. Notas de seguridad: 
 Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 






5. Procedimiento experimental : 
a. Observar el desarrollo de las cepas en el caldo, anotando si lo enturbian o se 
sedimentan. 
b. Dividir, con lápiz de vidrio, las placas de agar sangre y de agar chocolate en 4 
cuadrantes, para sembrar cada una de las 4 cepas en cada cuadrante. 
c. En el cuadrante del agar sangre sembrado con S. pyogenes, colocar con ayuda de 
la pinza un disco de Bacitracina. 
d. En los cuadrantes del agar sangre sembrados con Neumococo y S. viridans, colocar 
un disco de Optochin. 
e. Sembrar cada una de las 4 cepas en un tubo de tioglicolato. 
f. Sembrar las cepas de S. viridans y de Neumococo en un tubo de caldo inulina, cada 
una. 
g. Sembrar cada una de las 4 cepas en un tubo con caldo con CINa al 6% 
h. Dividir una lámina en 4 cuadrantes, en cada uno, con ayuda del asa de siembra en 
anillo, colocar una asada de cada cepa en caldo, fijar colorear con Gram. 
i. Observar al microscopio las características morfológicas de las 4 cepas. 
j. Incubar-las placas y los tubos a 37°C hasta la próxima práctica. 
6. Lectura 
a. Observar el desarrollo de las 4 cepas en el agar sangre, apreciar el tipo de hemolisis, 
la sensibilidad a la Bacitracina del S. pyogenes, la sensibilidad al Optochin del 
Neumococo y la resitencia del S, viridans. 
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b. Observar el desarrollo de las 4 cepas en el agar chocolate, agregando 1 gota de la 
segunda solución de Desoxicolato a colonias de Neumococo y S. viridans, 
observando, cuando se seca el reactive, que las colonias del Neumococo 
desaparecen, no así las de S, viridans. 
c. Apreciar el desarrollo de las 4 cepas en los tubos de tioglicolato, apreciando su 
desarrollo en áerobiosis, microaerofilia y anaerobiosis. Observar que el Neumococo 
metabolizó la inulina. 







1 2 3 4 
Desarrollo en el caldo     
Coloración de Gram     
Tipo de hemolisis en agar sangre     
Sensibilidad a la bacitracina     
Sensibilidad al Optochin     
Tamaño colonia en agar chocolate     
Desarrollo en tioglicolato      
Metabolismo de la inulina     
Desarrollo en caldo con CINa 6% cambio de color     
Desaparición de las colonias con desoxicolato de sodio     
 
 
1) Streptococcus pyogenes    (3) Streptococcus viridans  
(2) Streptococcus pneumoniae   (4) Streptococcus faecalis 
 
7. Observaciones: 




Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe 
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9. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados.    
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
 
PAGINAS DE INTERNET 
 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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3. Equipos y materiales a utilizar:
Cepas de S. pyogenes, S, pneumoníe, S. viridans, S. faecalís en trypticase soya. 
- Placas de agar sangre de camero.
- Placas de agar chocolate.
- Tubos con tioglicolato.
- Caldo inulina.
- Caldo con NaCl al 6%
- Discos de Bacitracina
- Discos de Optochin
- Solución de Desoxicolato al 2% en frascos goteros
- Láminas portaobjeto
- Set de colorantes de Gram
- Asas de siembra
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : ..../..../........ . Duración: 180 min
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Las muestras a cultivar y los cultivos tienen que ser frescos para no perder las características 
culturales de las bacterias en estudio. 
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- Microscopio, aceite de inmersión 
- Pinzas 
 
4. Notas de seguridad: 
 
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
 
5. Procedimiento experimental : 
 
1. Observar el desarrollo de las cepas en el caldo, anotando si lo enturbian o se sedimentan. 
2. Dividir, con lápiz de vidrio, las placas de agar sangre y de agar chocolate en 4 
cuadrantes, para sembrar cada una de las 4 cepas en cada cuadrante. 
3. En el cuadrante del agar sangre sembrado con S. pyogenes, colocar con ayuda de la 
pinza un disco de Bacitracina. 
4. En los cuadrantes del agar sangre sembrados con Neumococo y S. viridans, colocar un 
disco de Optochin. 
5. Sembrar cada una de las 4 cepas en un tubo de tioglicolato. 
6. Sembrar las cepas de S. viridans y de Neumococo en un tubo de caldo inulina, cada 
una. 
7. Sembrar cada una de las 4 cepas en un tubo con caldo con CINa al 6% 
8. Dividir una lámina en 4 cuadrantes, en cada uno, con ayuda del asa de siembra en 
anillo, colocar una asada de cada cepa en caldo, fijar colorear con Gram. 
9. Observar al microscopio las características morfológicas de las 4 cepas. 




1. Observar el desarrolle de las 4 cepas en el agar sangre, apreciar el tipo de hemolisis, la 
sensibilidad a la Bacitracina del S. pyogenes, la sensibilidad al Optochin del Neumococo 
y la resistencia del S, viridans. 
2. Observar el desarrollo de las 4 cepas en el agar chocolate, agregando 1 gota de la 
segunda solución de Desoxicolato a colonias de Neumococo y S. viridans, observando, 
cuando se seca el reactive, que las colonias del Neumococo desaparecen, no así las de 
S, viridans. 
3. Apreciar el desarrollo de las 4 cepas en los tubos de tioglicolato, apreciando su desarrollo 
en áerobiosis, microaerofilia y anaerobiosis. Observar que el Neumococo metsbolizó la 
inulina. . 







1 2 3 4 
Desarrollo en el caldo     
Coloración de Gram     
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Tipo de hemolisis en agar sangre     
Sensibilidad a la bacitracina     
Sensibilidad al Optochin     
Tamaño colonia en agar chocolate     
Desarrollo en tioglicolato      
Metabolismo de la inulina     
Desarrollo en caldo con CINa 6% cambio de color     
Desaparición de las colonias con desoxicolato de sodio     
 
1) Streptococcus pyogenes    (3) Streptococcus viridans  













1.- Grafique los procedimientos y observaciones realizadas en esta práctica.  
2.- Defina los diferentes tipos de hemólisis.  
3.- Escriba 5 enfermedades infecciosas que produzca cada uno de los agentes  
    etiológicos aislados en el grupo y otras especies de microorganismos Gram  
     positivos importantes en patología humana. 
7. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados.     
            
- Jawetz, Ernest. (2011). Microbiología Médica de Jawets (25). s.I.: Mac Graw-Hill. 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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Guía de práctica N° 05 
 IDENTIFICACIÓN  DE COCOS Y BACILOS, GRAM NEGATIVOS 
1. Tema: Identificación de cocos  y bacilos Gram Negativos
2. Propósito/objetivo:
Conocer los diferentes fundamentos de las pruebas empleadas para la identificación
Realizar los diferentes métodos de identificación de las familias y géneros de cocos
Gram positivos
Reconocer algunas especies mediante las técnicas de identificación empledas
Mediante el empleo de medios de cultivos identificar enterobacterias
Realizar la correcta interpretación de las reacciones de los medios de cultivos mediante
la intervención de enzimas y cambios de pH
3. Equipos y materiales a utilizar:
- Tubos con caldo nutritivo sembrados con enterobacterias.
- Placas Petri con agar Mac Conkey.
- Placas con agar SS.
- Placas con agar EMB
- Placas con agar XLD
- Placas con agar Müeller Hinton
- Caldo de enriquecimiento Selenito
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : 12/09/2016 Duración: 180 min 
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (x)
Instrucciones: Las muestras para el examen directo y los cultivos deben de ser frescos para evitar el 
deterioro y pérdida de las características culturales y morfológicas de las bacterias a estudiar. 
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- Láminas portaobjeto y laminillas 
- Set de colorantes para Gram 
- Cepas de Estafilococos y Enterobacterias.  
 
4. Notas de seguridad: 
 
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
 
5. Procedimiento experimental: 
 
 Hacer frotises de las cepas a partir de las colonias. Desarrolladas en el agar, utilizando 
solución fisiológica y colorear por el  Gram. Observar con el objetivo de inmersión. 
6. Observaciones: 
 
Debe utilizarse el objetivo de inmersión. Se coloca una gota de aceite de sobre la 









1.-Describa con sus propias palabras el procedimiento de las técnicas realizadas en esta 
práctica, los materiales y equipos utilizados.  
2.- ¿Qué forma tienen las bacterias observadas?  
3.- ¿Las bacterias aparecen aisladas o agrupadas? En caso de que aparezcan 
agrupadas indicar el tipo de asociación. Indica tipo de Gram. 
4.- ¿Cómo son aplicables estos conocimientos en su profesión?  
5.-Investigue 3 tipos de tinción para bacteriología, exceptuando la de Gram, como se 
realizan y para que microorganismos son aplicables.  
9. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados         
 
- Jawetz, Ernest. (2011). Microbiología Médica de Jawets (25). s.I.: Mac Graw-Hill. 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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Guía de práctica N° 06 
CULTIVO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN  DE  ENTEROPATOGENOS SALMONELLA Y SHIGUELLA. 
Tema: CULTIVO  AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE ENTEROPATOGENOS SALMONELLA Y 
SHIGUELLA. 
1. Propósito/objetivo:
Aislamiento e identificación de salmonella y shiguella dos de las bacterias patógenas
en los seres humanos.
2. Equipos y materiales a utilizar:
- Placas Petri con agar Mac Conkey.
- Placas con agar SS.
- Placas con agar XLD
- Placas con agar Müeller Hinton
- Caldo de enriquecimiento Selenito
- Láminas portaobjeto y laminillas
- Set de colorantes para Gram
- Cepas de Salmonella y Shiguella
3. Notas de seguridad:
- Cumplir con las medidas de bioseguridad como es:
- Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia,
gorro.
4. Procedimiento experimental:
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : 19/09/2016 Duración: 180 min 
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (x)
Instrucciones: Las cepas y muestras a procesar son de bacterias que producen enfermedades diarreicas 
e incluso procesos sépticos se exige el estricto cuidadado con las medidas de bioseguridad como debe 
de ser en todos los casos que trabajamos con microrganismos potencialmente patógenos. 
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- SIEMBRA PRIMARIA  
-  A partir de la muestra fresca o Cary Blair, en los medios selectivos:  
1.  Agar XLD, sembrar por estría-agotamiento e incubar por 18–24 horas a 35 
- 37°C.  
2. Agar Salmonella-Shigella, sembrar por estría-agotamiento e incubar por 
18–24 horas a 35 - 37°C.  
3.  Agar Mac Conkey, sembrar por estría-agotamiento e incubar por 18–24 
horas a 35 - 37°C.  
4. Caldo Selenito F, inocular aprox. una asada de la muestra e incubar por 
18–24 horas a 35-37°C. A partir de medio de enriquecimiento, Caldo 
Selenito F, sembrar por estria-agotamiento en Agar Salmonella-Shigella e 
incubar a 37ºC por 24 horas.  
5. Identificación bioquímica: Picar las colonias sospechosas en las placas de 
siembra directa se inoculan en medios de identificación bioquímica 
preliminar. 
6. Triple Azucar Hierro (TSI)  
7. Agar Lisina Hierro (LIA)  
8. Comparar los resultados con tabla de reacciones bioquímicas en TSI y LIA. 
9. Las cepas sospechosas de ser enteropatogenos, completar la serie 
bioquímica y realizar el antibiograma, comparar con la tabla de 
reacciones bioquímicas completa. 
5. Observaciones: 
 









1. ¿Cuál es el medio de transporte usado para la conservación de muestras de 
coprocultivo? 
2. Cuál es el enteropatogeno más común en niños menores de 2 años?  
3. ¿Cuál es la característica bioquímica de la E. coli enterohemorragica?  
4. Cuáles son los medios para el cultivo y aislamiento de Campylobacter a partir de 
muestras de heces? 
5. ¿Cuáles son las pruebas bioquímicas para la identificación de Shigella? 









8. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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Guía de práctica n° 7: 
CULTIVO, AISLAMIENTO DE BRUCELLAS 
Tema: CULTIVO, AISLAMIENTO DE BRUCELLAS 
1. Propósito/objetivo:
- Que el alumno aprenda las técnicas  de siembra y técnicas anexas para identificación
de Brúcelas. Que obtenga la información básica para hacer la descripción inicial de
esta bacteria.
- 





- Balanza de sensibilidad.
- Placas Petri descartables
- Tubos de ensayo 13 x 100
- Asa de siembra
- Frascos de hemocultivo
- Agar sangre
- Agar chocolate
- Colorante de fuchina
- Colorante de tionina
- Reactivo de oxidasa
- Jarra gaspak.
- Jeringas estériles descartables.
- Material para toma de4 muestra de sangre.
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: La muestra para el aislamiento e identificación de Brucellas es sangre en el momento de 
alza de la temperatura  del paciente llamado también pico febril.  
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3. Notas de seguridad:
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
4. Procedimiento experimental :
Previa la asepsia adecuada se debe. 
Obtener de 5 a 10 ml de sangre con una jeringa estéril  de 10 ml. 
Inocular en el frasco de hemocultivo., el frasco contiene el anticoagulante adecuado. 
Incubar el frasco a 37°C  durante 5 días. 
Si hay desarrollo realizar cultivo ciego en agar chocolate y agar sangre. 
Luego identificar mediante las pruebas pertinentes.  
5. Observaciones:
Se realiza la prueba bacteriostática mediante medios de colorantes, requerimiento de 
CO2 Catalasa, reducción de nitratos a nitritos producción de ureasa y tipificación 
serológica. Nos permitirá identificar Brucellas.  
6. Conclusiones:
7. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericano, B. Aires
PAGINAS DE INTERNET 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov
- New England Journal of Medicine  www.nejm.org
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Guía de práctica n° 8: 
CULTIVO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE  NO FERMENTADORES 
Tema: Aislamiento de no fermentadores  ( Pseudomona aeruginosa) 
1. Propósito/objetivo:
Aislar e identificar una bacteria no fermentadora como ejemplo del grupo de no 
fermentadoras 
2. Equipos y materiales a utilizar:
- Cepa de Pseudomonas aeruginosa en caldo nutritivo
- Caldo tripticase en tubo de 13 x 100
- Agar nutritivo en placa Petri
- Agar Mac Conkey en tubo
- Medio ceftrimide en placa Petri.
- Medio de TSI
- Medio de Urea
- Reactivo de oxidasa
3. Notas de seguridad:
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Los medios con cultivo positivo serán frescos de 48 horas de sembrado. 








4. Procedimiento experimental : 
 
- Hacer un frotis a partir de la cepa de Pseudomonas aeruginosa y colorear por el 
método de Gram. 
 
- Sembrar la cepa de P. aeruginosa en los diferentes medies de cultivo, por las 




















 Distinguir las características culturales de la Pseudomona aeruginosa y  con el resto de 
bacterias no fermentadoras. 




- Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe 
- Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados. 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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Guía de práctica n° 9: 
  IDENTIFICACIÒN DE MICOBACTERIUM TUBERCULOSO 
Tema: IDENTIFICACIÓN DE MICOBACTERIUM TUBERCULOSO 
1. Propósito/objetivo:
Identificar Mycobacterias, cuál es su método diagnóstico, que tipo de afecciones
causan y cómo manejarlos hospitalariamente.
2. Equipos y materiales a utilizar:
- Microscopios




- Placas coloreadas con Zhiel Neelsen de bacilos tuberculosos
- Agar Lowenstein Jensen positivos.
3. Notas de seguridad:
- Cumplir con las medidas de bioseguridad como es:
- Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Las muestras de esputo tienen que procesarse cumpliendo estrictamente las medidas de 
bioseguridad. 
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-  Mascarilla N 95,  cofia, gorro. 
 
4. Procedimiento experimental : 
 
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS  
Bioseguridad en la bacteriología de la tuberculosis  
Existen estrictas normas de bioseguridad para el manejo de las muestras clínicas en el 
laboratorio.  
El estudiante que se dedicará fundamentalmente a la observación de frotis y cultivos ya 
procesados y no al manejo de muestras clínicas.  
Obtención de la muestra  
Las muestras pueden provenir de zonas naturalmente estériles, zonas naturalmente 
contaminadas o de zonas estériles pero en las que al efectuar la toma, se pasa por un 
área contaminada.  
La expectoración es la muestra de más frecuente manejo, ya que como dijimos, la 
pulmonar es la presentación más habitual. La expectoración debe ser representativa de 
las secreciones del tracto respiratorio inferior; para ello se debe recoger a primera hora 
de la mañana, previa higiene bucal, y con el esfuerzo de la tos, en frasco estéril.  
Transporte y conservación  
La rapidez es una condición fundamental en el transporte pues los bacilos se debilitan 
con el tiempo y prolifera, en caso de ser una muestra contaminada, la flora 
acompañante, por ej.: proliferación de la flora del tracto respiratorio superior en la 
expectoración. La conservación puede hacerse a 4 ºC hasta 7 días.  
Procesamiento  
El trabajo con las muestras clínicas en el laboratorio se realiza en cabina de seguridad, 
con las debidas protecciones para el personal.  
Métodos directos  
Microscopía - baciloscopía  
El examen microscópico directo o baciloscopía es la técnica fundamental para la 
investigación bacteriológica de la tuberculosis pulmonar, tanto para el diagnóstico 
como para el control de tratamiento, resultando también útil para muestras provenientes 
de otros orígenes.  
TÉCNICA DE ZIEHL-NEELSEN  
Se trata de una coloración diferencial basada en la capacidad de las mycobacterias de incorporar 
colorantes y luego retenerlos ante la acción de una mezcla de alcohol y ácido, lo que es conocido 
como ácido-alcohol resistencia.  














Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe 
7. CUESTIONARIO: 
 
1. Grafique los procedimientos y observaciones realizadas en esta práctica.  
2. Investigue acerca de tuberculosis, etiología.  
3. Que es la lepra, cuál es su agente causal, cadena epidemiológica y tratamiento?  
Investigue    otros tipos de micobacterias, y a breves rasgos identifique que tipo de 
infecciones causan.  
 






- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
 
PAGINAS DE INTERNET 
 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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  Que el alumno aprenda las técnicas de siembra y técnicas anexas para 
identificación de bacterias presentes en procesos sépticos. Que obtenga la 
información básica para hacer la descripción inicial de esta bacteria. 





- Balanza de sensibilidad.
- Placas Petri descartables
- Tubos de ensayo 13 x 100
- Asa de siembra
- Frascos de hemocultivo
- Agar sangre
- Agar chocolate
- Colorante de fuchina
- Colorante de tionina
- Reactivo de oxidasa
- Jarra gaspak.
- Jeringas estériles descartables.
- Material para toma de muestra de sangre.
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: La muestra de sangre para hemocultivo se tiene que tomar durante el pico febril y el 
volumen mínimo en neonatos es 0.5 ml y en adultos 5 ml. 
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- Agar TSI 
- Agar LIA 
 
3. Notas de seguridad: 
 
- Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 




4. Procedimiento experimental : 
 
- Previa la asepsia adecuada se debe. 
- Obtener de 5 a 10 ml de sangre con una jeringa estéril  de 10 ml. 
- Inocular en el frasco de hemocultivo., el frasco contiene el anticoagulante 
adecuado. 
- Incubar el frasco a 37°C  durante 5 días. Se descarta los frascos a los 21 dias. 
- Si hay desarrollo realizar cultivo ciego en agar chocolate y agar sangre. 





En los hemocultivos se puede aislar bacterias que producen bacteriemia en los 
procesos sépticos que pueden ser bacilos, cocos Gram positivos y Gram negativos.  
 
6. Conclusiones: 
Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe. 
7. Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
 
- Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
 
PAGINAS DE INTERNET 
 
- Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
- Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
- Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
- New England Journal of Medicine  www.nejm.org 
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Investigar la orina para determinar la presencia de bacterias responsables de las infecciones 
urinarias y consecuentemente hacer el estudio  de   sensibilidad de estas a los antibióticos 
convenientes. 
10. Equipos y materiales a utilizar:
 Horno
 Autoclave • Microscopio • Mechero
 Balanza de sensibilidad.
 Placas petri descartables
 Tubos de ensayo 13 x 100
 Asa calibrada 1/1000
 Agar Mack conkey o agar EMB
 Agar Manitol salado
 Medio de TSI, LIA, Citrato de simmons
 Reactivo de Kovacks
 Hisopos largos de algodón
 Discos de sensibilidad.
 Escala de Mc Farland. 
 Papel filtro.

Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (x)
Instrucciones: Los cuidados en la toma de muestra, conservación y transporte de la misma son muy 
importantes en este estudio. 
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11. Notas de seguridad: 
 
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
 
 
12. Procedimiento experimental : 
 
  Con el asa calibrada flameada coger la muestra de orina y sembrar en los medios de Agar Mack conkey y 
Agar Manitol salado, llevar a incubar a 37° grados por 24 horas. 
 Llevar unas gotas de orina a una lámina portaobjeto y cubrir con una lámina cubreobjetos para el examen 
directo y observar al microscopio. 
 Pasadas las 24 horas examinarlo sembrado si no hay crecimiento es un cultivo negativo pero si hubo 
crecimiento lo primero es: 
 Realizar el recuento de colonias 





El uso del asa calibrada para el sembrado permite hacer el recuento de colonias de esta 
manera podremos diferenciar si se trata de un ITU  o contaminación.  
 
14. Conclusiones: 
Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe 
CUESTIONARIO: 
1. Cuantos son los gérmenes más frecuentes causantes de ITU. 
2. Es importante realizar el recuento de colonia 
3. Qué importancia tiene el examen directo de la orina 
4. Que métodos de recolección de orina se usa para cultivo.  
 
 
Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 






ucontinental.edu.pe | 34 




Investigar la muestra de heces para determinar la presencia de bacterias responsables de 
las infecciones intestinales y consecuentemente hacer el estudio  de   sensibilidad de estas a 
los antibióticos convenientes. 
17. Equipos y materiales a utilizar:
 Horno
 Autoclave • Microscopio • Mechero
 Balanza de sensibilidad.
 Placas petri descartables
 Tubos de ensayo 13 x 100
 Asa de siembra
 Agar SS, XLD, TCBS
 Caldos Selenito, agua peptonada.
 Medio de TSI, LIA, Citrato de Simmons
 Reactivo de Kovacks
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: La catedra facilitara cepas de Salmonella  y Shiguella para poder reconocer las principales 
características culturales de las bacterias más frecuentes en enfermedades diarreicas. 
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 Hisopos largos de algodón 
 Discos de sensibilidad.  
 Escala de Mc Farland. 




18. Notas de seguridad: 
 
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
 
 
19. Procedimiento experimental : 
 
  Con el asa de siembra flameada coger la muestra de heces y sembrar en los medios de Agar SS y caldo 
Selenito  llevar a incubar a 37° grados por 18 a 24 horas. 
 Pasadas las 24 horas si hay desarrollo de colonias lactosa negativo en el medio de SS pasar a los medios de 
identificación bioquímica. 
 Pasadas las 24 horas  del caldo selenito sembrar con el asa de siembra en el medio de SS incubar por 18 a  
24 horas a 37°C luego de este tiempo de las colonias lactosa negativas paras a los medios de diferenciación 
bioquímica. 




Todas las colonias lactosa negativas no necesariamente son patógenas. 
 
21. Conclusiones: 
Cada medio de cultivo para coprocultivo es selectivo y específico para el aislamiento de 
determinada bacteria en  la presente práctica se trabajó con los medios de SS y caldo 
selenito específicos para salmonella y shiguella. 
CUESTIONARIO: 
1.- Cuales son los inhibidores e indicadores  del medio de SS. 
2.- Que tipo de medio es el caldo selenito 
3.- Cual es la utilidad del medio de TCBS. 
4.- Mencione otros medios y para el aislamiento de que bacterias se utiliza. 
Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
New England Journal of Medicine  www.nejm.org 
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Guía de práctica n° 13: 
CULTIVO DE SECRESIONES 
22. Tema: CULTIVO DE SECRESIONES
23. Propósito/objetivo:
Investigar una muestra de secreción de herida operatoria para determinar la presencia de una bacteria
responsable de la infección consecuentemente hacer el estudio de   sensibilidad de estas a los antibióticos
convenientes.
24. Equipos y materiales a utilizar:
 Horno
 Autoclave • Microscopio • Mechero
 Balanza de sensibilidad.
 Placas petri descartables
 Tubos de ensayo 13 x 100
 Asa de siembra.
 Agar Mack conkey o agar EMB, agar Sangre, Agar Manitol salado, agar SS.
 Agar DNasa, Agar chocolate.
 Medio de TSI, LIA, Citrato de Simmons
 Reactivo de Kovacks
 Hisopos largos de algodón
 Discos de sensibilidad.
 Escala de Mc Farland. 
 Papel filtro.
 Peroxido de hidrogeno 30 vol.
 Plasma liofilizado de conejo
.
Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 minutos
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (x)
Instrucciones: Se requiere muestra de secreción que esté produciendo un cuadro 
infeccioso en este caso de secreción de herida operatoria. 
BACTERIOLOGIA 
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25. Notas de seguridad:
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es:
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro. 
26. Procedimiento experimental :
 Con el asa siembra flameada coger la muestra de herida operatoria y sembrar en los medios de Agar Mac
conkey y Agar Manitol salado agar sangre, agar chocolate, SS  llevar a incubar a 37° grados por18 a  24 horas.
 Pasadas las 18 a 24 horas examinar el sembrado si no hay crecimiento esperar 24 horas más para informar
como  un cultivo negativo pero si hubo crecimiento lo primero que hay que hacer es:
 Realizar coloración de Gram, de acuerdo a ello hacer las pruebas de identificación correspondientes.
 Resembrar en los medios diferenciales y las pruebas bioquímicas correspondientes, paralelamente realizar
el antibiograma
27. Observaciones:
Distinguir  las diferentes bacterias que se puede aislar e identificar de muestras de diferentes secreciones 
28. Conclusiones:
Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe.
CUESTIONARIO: 
1. Anotar los resultados de los exámenes realizados 
2. Esquematizarlas diversas estructuras observadas por microscopia 
3. Qué importancia tiene el uso adecuado de los medios de cultivo en el cultivo de secreciones. 
4.  En que muestras se utiliza el agar chocolate y ¿por qué?
Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.  
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires  
PAGINAS DE INTERNET 
Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
New England Journal of Medicine  www.nejm.org 
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Conocer que son los antibióticos, para que sirven, cuáles son sus mecanismos de acción y como se 
realiza un antibiograma. 
31. Equipos y materiales a utilizar:
MATERIALES:
Placas porta y cubre objetos.
Hisopos estériles
Asas microbiológicas
Placas con agar Mueller-Hinton









Sección : ………………………..………………... 
Docente : ....................................... 
Apellidos : ………………………..………………. 
Nombres : ……………………………………………. 
Fecha : .…../……/........ Duración: 180 min
Tipo de práctica: Individual (  )  Grupal (  )
Instrucciones: Se debe de tener cultivos puros e identificados mediante las pruebas correspondientes. 








32. Notas de seguridad: 
 
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es: 
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro 
 
33. Procedimiento experimental : 
 
INOCULO:  
A partir de un cultivo puro tomar una colonia con un hisopo estéril.  
Colocarlo en el caldo BHI o solución estéril 9/1000 homogenizar por completo.  
Comparar con el estándar McFarland 0.5.  
 
ANTIBIOGRAMA EN AGAR:  
Escurrir el hisopo contra las paredes del tubo.  
 Estriar en una caja de agar Mueller-Hinton horizontalmente, cambiar de posición hacerlo verticalmente, 
cambiar de posición hacerlo inclinado, cambiar de posición hacerlo nuevamente inclinado, terminar 
dando la vuelta el hisopo por el borde de la caja.  
Colocar los discos en la caja Petri.  
GRAM POSITIVOS: oxacilina, penicilina, gentamicina, cotrimoxasasol sulfa, ciprofloxacina,  
Clindamicina, eritromicina, linezolid, vancomicina, teicoplanina.  
GRAM NEGATIVOS: amoxicicilina acido clavulanico, ceftriaxona, ceftazidima, cfepime, aztreonam, 
ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina, cotrimoxasasol sulfa.  
AMPLIACIONES: carbapenemicos, tetraciclinas, fosfomicinas.  
 Incubar a 37oC por 24 horas.  
 Realizar lecturas de halos de discos y comparar con las tablas CLSI.  
 
34. Observaciones: 




Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe. 
CUESTIONARIO: 
1. Grafique los procedimientos y observaciones realizadas en esta práctica.  
2. Que es un standard Mcfarland, como se realiza?  
3. Cuál es la clasificación de las penicilinas?  
4. Que antibióticos no pueden utilizarse en pacientes pediátricos y por qué?  
Referencias bibliográficas consultadas y/o enlaces recomendados 
Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnóstico.                                     
Microbiológico. 6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires    
PAGINAS DE INTERNET 
Applied Environmental Microbiology, www.asm.org 
Clinical Reviews Microbiology, www.asm.org 
Emerging Infectious Diseases  www.cdc.gov 
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